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Hydroxy-phenyl pyruvate dioxygenase mutee, sequence d'ADN et obtention de plantes 
contenant un tel gene, tolerantes aux herbicides. 



5 La presente invention concerne une sequence d'acide nucleique codant pour une 

hydroxy-phenyl pyruvate dioxygenase (HPPD) mutee, un gene chimere contenant cette 
sequence comme sequence codante et son utilisation pour l'obtention de plantes resistantes 
a certains herbicides. 

Les hydroxy-phenyl pyruvate dioxygenases sont des enzymes qui catalysent la 
10 reaction de transformation du para-hydroxy-phenyl-pyruvate (HPP) en homogentisate. 
Cette reaction a lieu en presence de fer (Fe 2+ ) en presence d'oxygene (Crouch N.P. & al., 
Tetrahedron, 53, 20, 6993-7010, 1997). On peut emettre Thypothese que les HPPD 
contiennent un site actif apte a catalyser cette reaction dans lequel viennent se lier le fer, le 
substrat et la moleculed'oxygene, un tel site actif n'ayant jamais ete decrit a ce jour. 
15 On connait par ailleurs certaines molecules inhibitrices de cette enzyme, qui 

viennent se fixer a ['enzyme de maniere competitive pour inhiber la transformation de 
1'HPP en homogentisate. Certaines de ces molecules ont trouve un emploi comme 
herbicides, dans la mesure ou Finhibition de la reaction dans les plantes conduit a un 
blanchiment des feuilles des plantes traitees, et a la mort des dites plantes (Pallett K. E. et 
20 al. 1997 Pestic. Sci. 50 83-84). De tels herbicides ayant pour cible FHPPD decrits dans 
l'etat de la technique sont notamment les isoxazoles (EP 418 175, EP 470 856, EP 487 352, 
EP 527 036, EP 560 482, EP 682 659, US 5 424 276) en particulier l'isoxaflutole, herbicide 
selectif du mals, les dicetonitriles (EP 496 630, EP 496 631), en particulier la 2-cyano-3- 
cyclopropyl-l-(2-S02 CH 3 -4-CF 3 phenyl) propane- 1, 3 -dione et la 2-cyano-3-cyclopropyl- 
25 l-(2-S02 CH3-4-2,3 CI2 phenyl) propane-1, 3-dione, les tricetones (EP 625 505, EP 625 
508, US 5,506,195), en particulier la sulcotrione ou encore les pyrazolinates. 

Pour rendre les plantes tolerantes aux herbicides, on dispose de trois strategies 
principales, (1) la detoxification de l'herbicide par une enzyme venant transformer 
l'herbicide, ou son metabolite actif, en produits de degradation non toxique, comme par 
30 exemple les enzymes de tolerance au bromoxynil ou au basta (EP 242 236, EP 337 899) ; 
(2) la mutation de Fenzyme cible en une enzyme fonctionnelle moins sensible a 
Therbicide, ou son metabolite actif, comme par exemple les enzymes de tolerance au 
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glyphosate (EP 293 356, Padgette S. R. & al., J. Biol. Chem., 266, 33, 1991) ; ou (3) la 
surexpression de T enzyme sensible, de maniere a produire dans la plante des quantites 
suffisantes d'enzyme cible au regard des constantes cinetiques de cette enzyme vis a vis de 
Fherbicide de maniere a avoir suffisamment d'enzyme fonctionnelle, malgre la presence de 
5 son inhibiteur. 

C'est cette troisieme strategic qui a ete decrite pour obtenir avec succes des plantes 
tolerantes aux inhibiteurs d'HPPD (WO 96/38567), etant entendu que pour la premiere fois 
une strategic de simple surexpression de P enzyme cible sensible (non mutee) etait 
employee avec succes pour conferer aux plantes une tolerance a un niveau agronomique a 
10 un herbicide. 

Malgre le succes obtenu avec cette strategic de simple surexpression de P enzyme 
cible, il reste necessaire d'ameliorer le systeme de tolerance aux inhibiteurs d'HPPD, pour 
obtenir une tolerance quelques soient les conditions de culture des plantes tolerantes ou les 
doses commerciales d'application des herbicides dans les champs. 
15 La presente invention concerne done en premier lieu une HPPD mutee, qui tout en 

etant fonctionnelle, c'est a dire conservant ses proprietes de catalyse de la transformation 
de THPP en homogentisate, est moins sensible aux inhibiteurs d'HPPD que l'HPPD native, 
avant mutation. 

Au regard du caractere comp&itif de P inhibition, on emet Phypothese que les 
20 inhibiteurs d'HPPD viennent se lier a l'enzyme dans le site actif de cette derniere, ou a 
proximite de celui-ci, de maniere a bloquer Pacces de l'HPP a ce site actif et empecher sa 
transformation en presence de fer etd'oxygene. En effectuant une mutation qui limite 
Pacces de P inhibiteur au site actif de P enzyme tout en preservant Pacces de PHPP a ce 
dernier, on peut obtenir des enzymes mutees fonctionnelles, moins sensibles aux 
25 inhibiteurs d'HPPD. 

On a maintenant constate qu'en effectuant une mutation de P enzyme dans sa partie 
C-terminale, il etait possible d'obtentr des HPPD fonctionnelles moins sensibles aux 
inhibiteurs d'HPPD, de maniere que leur expression dans les plantes permette une 
tolerance amelioree aux inhibiteurs d'HPPD. 
30 La presente invention concerne done une nouvelle HPPD mutee fonctionnelle, 

moins sensible aux inhibiteurs d'HPPD, comprenant au moins une mutation dans sa partie 
C-terminale. 
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Par « mutation » en entend selon Finvention la substitution (Tun acide amine de la 
sequence primaire par un autre acide amine. On empioiera ci-apres i'expression « acide 
amine mute » pour designer 1'acide amine remplace par un autre, designant le site de la 
mutation sur la sequence primaire de la proteine, 

5 Plusieurs HPPD et leur sequence primaire ont ete decrites dans l'etat de la 

technique, notamment les HPPD de bacteries comme Pseudomonas (Ruetschi & al., Eur. J. 
Biochem., 205, 459-466, 1992, WO 96/38567), de plantes comme $ Arahidopsis (WO 
96/38567, Genebank AF047834) ou de carotte (WO 96/38567, Genebank 87257), de 
Coccicoides (Genebank COITRP), ou de mammiferes comme la souris ou le cochon. 

10 L'alignement de ces sequences connues, par les moyens usuels de la technique, 

comme par exemple la methode decrite par Thompson, J.D. & al. (CLUSTAL W: 
improving the sensitivity of progressive multiple sequence alignment through sequence 
weighting, positions-specific gap penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids 
Research, 22:4673-4680, 1994), et Faeces a ces programmes informatiques d'alignement 

15 de sequences accessibles par exemple via internet, l'homme du metier peut definir les 
homologies de sequence par rapport a une sequence de reference, et retrouver les acides 
amines cles, ou encore definir des regions communes, notamment permettant de definir une 
region C-terminale et une region N-terminale a partir de cette sequence de reference. 

Pour la presente invention, la sequence de reference est la sequence de 

20 Pseudomonas, toutes les definitions et indications de positions d 1 acides amines particuliers 
etant faites par rapport a la sequence primaire d'HPPD de Pseudomonas. La figure 1 en 
annexe represente un alignement de plusieurs sequences d'HPPD decrites dans l'etat de la 
technique, aligndes par rapport a la sequence d'HPPD de Pseudomonas comme reference, 
comprenant les sequence d'HPPD de Streptomyces avermitilis (Genebank SAV 11864), de 

25 Daucus carota (Genebank DCU 87257), $ Arabidopsis thaliana (Genebank AF047834), 
de Zea mais, de Hordeum vulgare (Genebank HVAJ693), de Mycosphaerella graminicola 
(Genebank AF038152), de Coccicoides immitis (Genebank COITRP) et de Mus musculus 
(Genebank MU54HD). La numerotation des acides amines de la sequence de Pseudomonas 
est donnee sur cette figure, de meme que les acides amines communs a ces sequences, 

30 designes par une asterisque. Sur la base d'un tel alignement il est aise d'identifier a partir 
de la definition de 1'acide amine de Pseudomonas par sa position et sa nature, la position 
de 1'acide amine correspondant dans une autre sequence d'HPPD (ralignement de 
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sequences de differentes origines, plantes, mammiferes, bacteries, montrant que cettc 
methode d'alignement bien connue de Phomme du metier peut etre genejalisee a toute 
autre sequence). Un alignement de differentes sequences d'HPPD est egalement decrit dans 
la demande de brevet WO 97/498 16. 

5 La partie C-terminale des HPPD, siege du site actif de 1' enzyme, se distingue par un 

peptide de liaison de sa partie N-terminale, assurant la stabilite de Fenzyme et son 
oligomerisation (l'HPPD de Pseudomonas est un tetramere, celles de plantes sont des 
dimeres) comme le montre la representation schematique de la structure ternaire du 
monomere de l'HPPD de Pseudomonas representee en figure 2. Cette structure a ete 

10 obtenue par les m&hodes usuelles d'&ude de la diffraction aux rayons X de cristaux. Le 
peptide de liaison va permettre de definir Pextremite N-terminale de la partie C-terminale 
de Fenzyme, ledit peptide se situant entre les acides amines 145 et 157 pour Pseudomonas 
(c.f. figure 1). 

La partie C-terminale peut done etre definie comme constitute par la sequence 
15 definie d'une part par le peptide de liaison, et d'autre part par Pextremite C-terminale de 
Fenzyme, la mutation effectuee dans la partie C-terminale d'HPPD etant done effectuee 
dans la zone ainsi definie. Sur Falignement de sequences represents sur la figure 1 en 
annexe, on remarque pour toutes les sequences deux acides amines en position 161 et 162 
pour la sequence de Pseudomonas, (D - Aspl61 et H = Hisl62). Par reference a FHPPD 
20 de Pseudomonas, on peut done definir que le peptide de liaison representant Pextremite N- 
terminale de la partie C-terminale de l'HPPD se situe entre environ 5 et 15 acides amines 
en amont de Tacide amine Aspl61. 

Selon un mode preference! de realisation de Y invention, la mutation est effectuee 
sur des acides amines, qui sont remplaces par des acides amines d'encombrement sterique 
25 superieur ou encore un des acides amines ionises ou ionisables. De preference, la mutation 
est effectuee sur des acides amines de faible encombrement sterique. Par acide amine de 
faible encombrement sterique, on entend de preference selon 1' invention la glycine ou les 
acides amines d' encombrement sterique faible comme Falanine, la cysteine, la serine.... 

Tout acide amine d' encombrement sterique superieur a celui de Tacide amine 
30 remplace peut etre employe pour la mutation selon l'invention. De maniere preferentielle, 
on remplacera les acides amines du site de mutation par les acides amines suivants : 
leucine, isoleucine ou tryptophane. 
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Par acide amine ionise ou ionisable, on entend selon 1' invention tout acide amine 
presentant outre les groupes entrant dans ia iiaison peptidique, un groupe ammo, acide 
carboxylique (COOH), ou encore ammonium ou -COO". II s'agit de preference des acides 
amines suivants : glutamine et acide glutamique ou asparagine ou acide aspartique. 
5 Selon un mode preferentiel de realisation de l'invention, la mutation sera effectuee 

sur un acide amine de la partie C-terminale commun a plusieurs sequences d'HPPD, ces 
derniers pouvant etre identifies par la methode d'alignement de sequence. 

Selon un mode particulier de realisation de l'invention, THPPD mutee comprend 
dans sa partie C-terminale, la sequence peptidique suivante : 
10 . Qly - Phe - Xaa - Yaa - Xab - Asn - Phe - Yab - Yac - Leu - Phe - 

dans laquelle Xaa et Xab representent independamment Tun de l'autre la glycine 
(Gly) ou un acide amine d'encombrement superieur a la glycine, etant entendu que si Tun 
de Xaa ou Xab represente Gly, alors l'autre est different de Gly, 

Yaa represente un acide amine quelconque, de preference Ala, Lys ou Glu , 
15 Yab represente un acide amine quelconque, de preference Lys, Ser, Arg ou Asn, et 

Yac represente un acide amine quelconque, de preference Ala, Ser, Glu ou Gin'. 
De maniere avantageuse, Tun au moins de Xaa ou Xab represente Leu, Glu, Trp ou 

He. 

Par reference a la sequence d'HPPD de Pseudomonas, les acides amines mutes sont 
20 choisis parmi les acides amines suivants: Pro215, Gly298, Gly332, Phe333 Gly334 
Gly336 et Asn337, plus preferentiellement les acides amines Pro215 et Gly336. 

Parmi les exemples de mutations preferees, on citera les mutations suivantes 
Pro215Leu, Gly336Glu, Gly336Trp ou Gly33611e. 

II est entendu que les mutations decrites ci-dessus peuvent etre combinees deux a 
25 deux, comme par exemple une double mutation des acides amines Gly334 et Gly336. 

La presente invention conceme egalement une sequence d'acide nucleique codant pour 
une HPPD mutee decrite ci-dessus. Selon la presente invention, on entend par « sequence 
d'acide nucleique » une sequence nucleotidique pouvant etre de type ADN ou ARN, de 
preference de type ADN, notamment double brin, qu'elle soil d'origine naturelle ou 
30 synthetique, notamment une sequence d'ADN pour laquelle les codons codant pour 
l'HPPD mutee selon l'invention auront ete optimises en fonction de 1'organisme hote dans 
lequel ellc sera exprimee, ces methodes d' optimisations etant bien connues de 1'homme du 
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metier. 

La sequence codant pour une HPPD d'origine non mute, peut. etre d'origine 
quelconque. En particulier elle peut etre d'origine bacterienne. Comme exemples 
interesants on peut citer des bacteries du type Pseudomonas sp, par exemple Pseudomonas 
5 fluoresce™ ou encore des cyanobacteries du type Synechocystis. La sequence peut etre 
aussi d'origine vegetale, notamment issu de plantes dicotyledones telles que tabac, 
Arabidopsis, d'ombelliferes telles que Daucus carotta ou encore monocotyledones telles 
que le Zea mais ou le ble ou bien encore l'orge. Les sequences codantes et le moyen de les 
isoler et doner sont decrits dans les references citees auparavant, dont le contenu est 
10 incorpore ici par reference. 

La mutation pourra etre effectuee dans la sequence d'acide nucleique codant pour 
l'HPPD d'origine non mutee par tout moyen approprie pour remplacer dans ladite 
sequence le codon codant pour l'acide amine mute par le codon correspondant a l'acide 
amine venant le remplacer, lesdits codons etant largement decrits dans la litterature et bien 
15 connus de l'homme du metier. 

Plusieurs precedes de la biologie moleculaire permettent de realiser cette mutation. 
Un premier precede consiste a soumettre des cultures de cellules a une pression de 
selection longue avec un inhibiteur de l'HPPD, en presence ou non d'un agent mutagene, le 
gene de l'HPPD mutant alors spontanement sous l'effet de cette pression de selection, et 
20 eventuellement de l'agent mutagene, ledit gene ayant evolue de telle sorte qu'il code pour 
une enzyme mutee permettant l'expression de l'activite HPPD dans des conditions ou 
l'enzyme non modifiee est inhibee en partie ou en totalite. Les cellules peuvent etre des 
cellules vegetales ou des bacteries, et dans ce deuxieme cas, elles peuvent exprimer une 
HPPD native (d'origine bacterienne) ou une HPPD d'une autre origine (bacterienne, 
25 champignons, algues, plantes), introduite dans la bacterie employee pour la mutagenese 
sous une forme appropriee permettant Texpression de cette HPPD, le gene codant pour 
l'HPPD native de ladite bacterie ayant ete de preference supprime s'il existe. De tels 
moyens de transformation des bacteries sont bien connus de l'homme du metier, 
abondamment decrits dans la litterature, de meme que les moyens de mutation 
30 (notamment : Sambrook & al., Molecular Cloning : A Laboratory Manual, Second Edition, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York). 
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Dans le cas oil la cellule est une cellule vegetale exprimant une HPPD native, 
l'HPPD mutee peut etre isolce ct clonee, ou encore des plantes peuvent etre regenerees a 
partir des cultures cellulaires selon les methodes usuelles. Les plantes ainsi obtenues 
expriment alors une HPPD mutee fonctionnelle moins sensible aux inhibiteurs d'HPPD 
5 que l'HPPD native. Les methodes de regenerations sont abondamment decrites dans la 
litterature (y compris dans les references citees precedemment) et bien connues de 
l'homme du metier. 

La selection des cellules presentant une HPPD mutee moins sensible aux inhibiteurs 
d'HPPD est effectuee au moyen d'un outil de criblage approprie. Au regard de 1'objet de la 
10 presente invention et de la solution recherche, une HPPD moins sensibles aux inhibiteurs 
d'HPPD, un outil de criblage simple a mettre en ceuvre consiste a determiner les doses 
d'inhibiteur d'HPPD qui inhibent a 100 % les HPPD d'origine non mutees, letale pour les 
cellules exprimant cette HPPD non mutee, de soumettre les cellules apres mutation a cette 
dose determinee, d'isoler les cellules mutees ayant resistees a cette dose letale, puis d'isoler 
15 et de doner le gene codant pour l'HPPD mutee. 

Cette operation de mutagenese par culture cellulaire a ete effectuee sur un nombre 
tres important de cellules de Pseudomonas exprimant leur HPPD native (voir notamment 
les exemples particuliers decrits plus loin). Dans tous les cas, les mutants isoles par la 
methode de selection definie ci-dessus ont ete des mutants presentant une mutation dans la 
20 partie C-terminale de l'HPPD. 

Un autre procede de preparation d'une sequence d'acide nucleique mutee selon 
1' invention, et de la proteine correspondante consiste a effectuer une mutagenese dirigee 
sur un ou plusieurs acides amines selectionnes a l'avance, par exemple en identifiant les 
acides amines communs a plusieurs sequences dans la partie C-terminale, ou encore en 
25 cherchant a reproduire dans une HPPD d'une origine determinee, une mutation obtenue par 
mutagenese au hasard (culture de cellule) dans une HPPD d'une autre origine. Les moyens 
d'obtenir ces mutations dirigees sont bien connus de l'homme du metier et largement 
decrits dans la litterature (notamment : Directed Mutagenesis : A Practical Approach, 1991, 
Edited by M.J. McPHERSON, IRL PRESS), ou pour lesquels on peut employer des kits 
30 commerciaux (par exemple l'U.S.E. Mutagenesis Kit de la societe PHARMACIA). Dans 
tous les cas, il est utile d' employer apres cette mutagenese dirigee la meme methode de 
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selection des HPPD mutees moins sensibles que l'HPPD non mutee correspondante 
employee pour la mutagenese au hasard decrite ci-dessus. 

La presente invention conceme done egalement un procede de preparation d'une 
sequence d'acide nucleique codant pour une HPPD mutee selon l'invention, ledit procede 

5 etant defini ci-dessus. 

L'invention a encore pour objet l'utilisation d'une sequence d'acide nucleique 
codant pour une HPPD mutee selon l'invention dans un procede pour la transformation des 
plantes, comme gene marqueur ou comme sequence codante permettant de conferer a la 
plante une tolerance aux herbicides inhibiteurs d'HPPD. Cette sequence peut bien entendu 

1 0 egalement etre utilisee en association avec d'autre(s) gene(s) marqueur(s) et/ou sequence(s) 
codante(s) pour une ou plusieurs proprietes agronomiques. 

La presente invention conceme egalement un gene chimere (ou cassette 
d'expression) comprenant une sequence codante ainsi que des elements de regulation en 
position 5' et 3' heterologues pouvant fonctionner dans un organisme note, en particulier les 

15 cellules vegetales ou les plantes, la sequence codante comprenant au moins une sequence 
d'acide nucleique codant pour une HPPD mutee telle que definie precedemment. 

Par organisme hote, on entend tout organisme mono ou pluricellulaire, inferieur ou 
superieur, dans lequel le gene chimere selon l'invention peut etre introduit, pour la 
production d'HPPD mutee. II s'agit en particulier de bacteries, par exemple E. coli, de 

20 levures, en particulier des genres Saccharomyces ou Kluyveromyces, Pichia, de 
champignons, en particulier Aspergillus, d'un baculovirus, ou de preference des cellules 

vegetales et des plantes. 

Par "cellule vegetale", on entend selon l'invention toute cellule issue d'une plante et 
pouvant constituer des tissus indifferences tels que des cals, des tissus differencies tels que 
25 des embryons, des parties de plantes, des plantes ou des sentences. 

On entend par "plante" selon l'invention, tout organisme multicellulaire differencie 
capable de photosynthese, en particulier monocotyledones ou dicotyledones, plus 
particulierement des plantes de culture destinees ou non a 1' alimentation animale ou 
humaine, comme le mai's, le ble, le colza, le soja, le riz, la canne a sucre, la betterave, le 

30 tabac, le coton, etc. 

Les elements de regulation necessaires a l'expression de la sequence d'acide 
nucleique codant pour une HPPD sont bien connus de l'homme du metier en fonction de 
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rorganisme h6tc. lis comprennent notamment des sequences promotrices, des activateurs 
de transcription, des sequences terminatrices, y compris des codons start et stop. Les 
moyens et methodes pour identifier et selectionner les elements de regulation sont bien 
connus de rhomme du metier et largement decrits dans la litterature. 
5 L' invention concerne plus particulierement la transformation des plantes. Commc 

sequence de regulation promotrice dans les plantes, on peut utiliser toute sequence 
promotrice d'un gene s'exprimant naturellement dans les plantes en particulier un 
promoteur s'exprimant notamment dans les feuilles des plantes, comme par exemple des 
promoteurs dits constitutifs d'origine bacterienne, virale ou vegetale tel que, par exemple 
10 un promoteur d'histone tel que decrit dans la demande EP 0 507 698, ou un promoteur 
d'actine de riz. d'un gene de virus de plante tel que, par exemple, celui de la mosaique du 
choux fleur (CAMV 19S ou 35S), ou encore des promoteurs dits lumiere dependants 
comme celui d'un gene de la petite sous-unite de ribulose-biscarboxylase/oxygenase 
(RuBisCO) de plante, ou tout promoteur convenable connu pouvant 6tre utilise. 
15 Selon l'invention, on pcut egalement utiliser, en association avec la sequence de 

regulation promotrice, d'autres sequences de regulation, qui sont situees entre le promoteur 
et la sequence codante, telles que des activateurs de transcription ("enhancer"), comme par 
exemple l'activateur de translation du virus de la mosaique du tabac (TMV) decrit dans la 
demande WO 87/07644, ou du virus etch du tabac (TEV) decrit par Carrington & Freed. 
20 Comme sequence de regulation terminatrice ou de polyadenylation, on peut utiliser 

toute sequence correspondante d'origine bacterienne, comme par exemple le terminateur 
nos d'Agrobacterium tumefaciens, ou encore d'origine vegetale, comme par exemple un 
terminateur d'histone tel que decrit dans la demande EP 0 633 317. 

Selon un mode particulier de realisation de l'invention, on emploie en 5' de la 
25 sequence d'acide nucleique codant pour une HPPD mutee, une sequence d'acide nucleique 
codant pour un peptide de transit, cette sequence etant disposee entre la region promotrice 
et la sequence codant pour l'HPPD mutee de maniere a permettre l'expression d'une 
proteine de fusion peptide de transit/HPPD mutee, cette derniere etant definie 
precedemment. Le peptide de transit permet d'adresser l'HPPD mutee dans les plastes, plus 
30 particulierement les chloroplastes, la proteine de fusion etant clivee entre le peptide de 
transit et l'HPPD mutee au passage de la membrane des plastes. Le peptide de transit peut 
etre simple, comme un peptide de transit d'EPSPS (decrit dans le brevet US 5,188,642) ou 
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un peptide de transit de celui de la petite sous-unite de ribulose-biscarboxylase/oxygenase ( 
ssu RuBisCO) d'une plante, cventueiiement comprenani quelques acides amines de la 
partie N-terminale de la ssu RuBisCO mature (EP 189 707) ou encore un peptide de transit 
multiple comprenant un premier peptide de transit de plante fusionne a une partie de la 
5 sequence N-terminale d'une proteine mature a localisation plastidiale, fusionnee a un 
deuxieme peptide de transit de plante tel que decrit dans le brevet EP 508 909, et plus 
particulierement le peptide de transit optimise comprenant un peptide de transit de la ssu 
RuBisCO de tournesol fusionne a 22 acides amines de I'extremite N-terminale de la ssu 
RuBisCO de mai's fusionnee au peptide de transit de la ssu RuBisCO de mai's tel que decrit 
10 avec sa sequence codante dans le brevet EP 508 909. 

La presente invention concerne egalement la proteine de fusion peptide de 
transit/HPPD mutee, les deux elements de cette proteine de fusion etant definis plus haut. 

La presente invention concerne egalement un vecteur de clonage et/ou depression 
pour la transformation d'un organisme hote contenant au moins un gene chimere tel que 
15 defini ci-dessus. Ce vecteur comprend outre le gene chimere ci-dessus, au moins une 
origine de replication. Ce vecteur peut etre constitue par un plasmide, un cosmide, un 
bacteriophage ou un virus, transformes par 1' introduction du gene chimere selon 
T invention. De tels vecteurs de transformation en fonction de T organisme hote a 
transformer sont bien connus de Thomme du metier et largement decrits dans la litterature. 
20 Pour la transformation des cellules vegetales ou des plantes, il s'agira notamment d'un 
virus qui peut etre employe pour la transformation des plantes developpees et contenant en 
outre ses propres elements de replication et d'expression. De maniere preferentielle, le 
vecteur de transformation des cellules vegetales ou des plantes selon 1' invention est un 
plasmide. 

25 L'invention a encore pour objet un procede de transformation des organismes hotes, 

en particulier des cellules vegetales par integration d'au moins une sequence d'acide 
nucleique ou un gene chimere tels que definis ci-dessus, transformation qui peut etre 
obtenue par tout moyen connu approprie, amplement decrit dans la litterature specialisee et 
notamment les references citees dans la presente demande, plus particulierement par le 

30 vecteur selon Finvention. 

Une serie de methodes consiste a bombarder des cellules, des protoplastes ou des 
tissus avec des particules auxquelles sont accrochees les sequences d'ADN. Une autre serie 
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de methodes consiste a utiliser comme moyen de transfcrt dans la plante un gene chimere 
insere dans, un plasmide Ti d'Agrobacterium tumefaciens ou. Ri d'Agrobacterium 
rhizogenes. D'autres methodes peuvent etre utilisees telles que la micro-injection ou 
l'electroporation, ou encore la precipitation directe au moyen de PEG. L'homme du metier 
5 fera le choix de la methode appropriee en fonction de la nature de Porganismc hole, en 
particulier de la cellule vegetale ou de la plante. 

La presente invention a encore pour objet les organismes notes, en particulier 
cellules vegetales ou plantes, transformes et contenant un gene chimere comprenant une 
sequence codante pour une HPPD mutee definie ci-dessus. 
10 La presente invention a encore pour objet les plantes contenant des cellules 

transformees, en particulier les plantes r^generees a partir des cellules transformees. La 
regeneration est obtenue par tout procede approprie qui depend de la nature de l'espece, 
comme par exemple decrit dans les references ci-dessus. Pour les precedes de 
transformation des cellules vegetales et de regeneration des plantes, on citera notamment 
15 les brevets et demandes de brevet suivants: US 4,459,355, US 4,536,475, US 5,464,763, 
US 5,177,010, US 5,187,073, EP 267,159, EP 604 662, EP 672 752, US 4,945,050, US 
5,036,006, US 5,100,792, US 5,371,014, US 5,478,744, US 5,179,022, US 5,565,346, US 
5,484,956, US 5,508,468, US 5,538,877, US 5,554,798, US 5,489,520, US 5,510,318, US 
5,204,253, US 5,405,765, EP 442 174, EP 486 233, EP 486 234, EP 539 563, EP 674 725, 
20 WO 91/02071 et WO 95/06128. 

La presente invention concerne egalement les plantes transformees issues de la 
culture et/ou du croisement des plantes regenerees ci-dessus, ainsi que les graines de 

plantes transformees. 

Les plantes transformees pouvant etre obtenues selon l'invention peuvent etre du 
25 type monocotyledones telles que par exemple les cereales, la canne a sucre, le riz et le mais 
ou dicotyledones comme par exemple le tabac, la soja, le colza, le colon, la betterave, le 
trefle, etc. 

L'invention a aussi pour objet un procede de desherbage selectif de plantes, 
notamment de cultures, a l'aide d'un inhibiteur de l'HPPD notamment un herbicide definit 
30 auparavant, caracterise en ce qu'on applique cet herbicide sur des plantes transformees 
selon l'invention, tant en presemis, en prelevee qu'en postlevee de la culture. 
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La presente invention concerne egalement un procede de controle des mauvaises 
herbes dans une surface d'un champ comprenant des graines ou des plantes transformees 
avec le gene chimere selon l'invention, lequel procede consiste a appliquer dans la dite 
surface du champ une dose toxique pour les dites mauvaises herbes d'un herbicide 
5 inhibiteur d'HPPD, sans toutefois affecter de maniere substantielle les graines ou plantes 
transformee avec le dit gene chimere selon l'invention. 

La presente invention concerne egalement un procede de culture des plantes 
transformees selon l'invention avec un gene chimere selon l'invention lequel procede 
consiste a semer les graines des dites plantes transformees dans une surface d'un champ 
10 approprie pour la culture des dites plantes, a appliquer sur la dite surface du dit champ une 
dose toxique pour les mauvaises herbes d'un herbicide ayant pour cible l'HPPD defini ci- 
dessus en cas de presence de mauvaises herbes, sans affecter de maniere substantielle les 
dites graines ou les dites plantes transformees, puis a recolter les plantes cultivees 
lorsqu'elles arrivent a la maturite souhaitee et eventuellement a separer les graines des 

15 plantes recoltees. 

Dans les deux precedes ci-dessus, l'application de l'herbicide ayant pour cible 
l'HPPD peut etre faite selon l'invention, tant en presemis, en prelevee qu'en postlevee de 
la culture. 

Par herbicide au sens de la presente invention on entend une matiere active 
20 herbicide seule ou associee a un additif qui modifie son efficacite comme par exemple un 
agent augmentant l'activite (synergiste) ou limitant l'activite (en anglais safener). Les 
herbicides inhibiteurs d'HPPD sont en particulier definis auparavant. Bien entendu, pour 
leur application pratique, les herbicides ci-dessus sont associee de maniere en soi connue 
aux adjuvants de formulations utilises habituellement en agrochimie 
25 Lorsque la plante transformee selon l'invention comprend un autre gene de 

tolerance a un autre herbicide (comme par exemple un gene codant pour une EPSPS mutee 
ou non conferant a la plante une tolerance au glyphosate), ou lorsque la plante transformee 
est naturellement insensible a un autre herbicides, le procede selon l'invention peut 
comprendre l'application simultanee ou decalee dans le temps d'un inhibiteur d'HPPD en 
30 association avec ledit herbicide, par exemple le glyphosate. 
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L'invention a encore pour objet l'utilisation du gene chimere codant pour une HPPD 
mutee comme gene marqueur au cours du cycle "transformation-regeneration" d'une espece 
vegetale et selection sur l'herbicide ci-dessus 

Les differents aspects de l'invention seront mieux compris a l'aide des exemples 

5 experimentaux ci-dessous. 

Toutes les methodes ou operations decrites ci-dessous dans ces exemples sont 
donnees a titre d'exemples et correspondent a un cho.x, cffectue parmi les differentes 
methodes disponibles pour parvenir au meme resultat. Ce choix n'a aucune incidence sur la 
qualite du resultat et par consequent, toute methode adaptee pent etre utilisee par l'homme 
10 de l'art pour parvenir au meme resultat. La plupart des methodes d'ingenierie des fragments 
d'ADN sont decrites dans "Current Protocols in Molecular Biology" Volumes 1 et 2, 
Ausubel F.M. et al , publies par Greene Publishing Associates et Wiley -Interscience 
(1989) ou dans Molecular cloning, T.Maniatis, E.F.Fritsch, J.Sambrook,1982. 
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Fv Cm p l> 1 : Test orihlage c nlnrhnctriaue de mutants presentant une 
inlrrmrr f, f- ^ r ™-^lnnr 0 nvl-l-(2-SO, CK-ACFi phenyl) propane-l,3-dione 

pRPC : Le vecteur pRP A (decrit dans la demande WO 96/38567) contenant un 
fragment d'ADN genomique et la region codante du gene de l'HPPD de Pseudomonas 
fluorescent A32 a ete digere par Ncol, purine puis ligue dans le vecteur depression 
20 P KK233-2 (Clontech) lui-meme digere par Ncol, site de clonage unique de ce vecteur. 
L'orientation du gene dans le vecteur pRP C ainsi obtenu, permettant l'expression sous le 
controle du promoteur ire aete vdrifiee. 

Un milieu de culture de type YT broth a 1% d'agarose (ultra pur Gibco BRL) et a 
5mM de L-Tyrosine (Sigma), et contenant l'agent de selection du vecteur pRP C ci-dessus 
25 est dispense en plaque de 96 puits a raison de lOOul par puits. lOul d'une culture de E.Coli 
en phase exponentielle de croissance contenant le vecteur pRP C sontdispenses dans 
chaque puits. Apres 16 heures a 37°C, les puits ne contenant que le milieu de culture ou 
ceux ensemences avec une culture d'E.Coli contenant le vecteur PKK233-2 sont 
translucides, alors que les puits ensemences avec une culture de E.Coli contenant le vecteur 

30 pRP C sont de couleur brune. 

Une gamme a ete realisee avec milieu de culture identique contenant des 
concentrations variables (OmM a 14mM) du 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-methylsulfonyl- 
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4-trifluoromethylphenyl) propan-U-dione (EP 0 496 631) solubilise dans 1'eau et amene 
a pH7,5. Cette molecule est un diceionitriie, reconnu comme etant un inhibiteur efficace 
d'activite HPPD (Pallett, K.E. ct al 1997. Pestic. Sci. 50, 83-84 ). On observe une absence 
totale de coloration pour la culture bacterienne contenant le vecteur pRP. C a 7mM du 
5 compose ci-dessus. 

Des mutants d'HPPD obtenus par mutagenese dirigee aussi bien que par 
mutagenese au hasard ont ete selectionnes par brunissement du milieu contenant du 2- 
cyano-3-cyclopropyl-l-(2-methylsulfonyl-4-trifluoromethylphenyl) propan-U-dione a la 
concentration de 7mM comme cela sera montre ci-apres. 
10 Des resultats identiques ont ete obtenus en substituant, a la 2-cyano-3-cyclopropyl- 

l-(2-methyl-4-trifluoromethylphenyl)propan-l,3-dione, la 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2- 
methylsulfonyl -4-(methylthio) phenyl) propan-l,3-dione, et la 2-(2-chloro-3-ethoxy-4- 
(ethylsulfonyl) benzoyl)-5-methyl-l,3-cyclohexadione,(WO 93/03009). utilisees 
respectivement a 3,5mM et 7mM. 
15 Ces resultats confirmed qu'un test base sur l'activite HPPD quelle que soil 

Torigine de cette activite, permet d' identifier des activites HPPD presentant une tolerance a 
des inhibiteurs d'activite HPPD de famille des isoxazoles aussi bien que des tricetones. 

F.xemnle 2: Mutagenese au hasard du gene de l'HPPD de Pseudomonas 
20 fluorescens A32 a Paide de Phvdroxvlamine. 

L'ADN plasmidique d'une culture de E.Coli contenant le vecteur pRP C decrit ci- 
dessus a ete extrait en utilisant le protocole standard. Cet ADN a ete mis en presence 
d'hydroxylamine, agent chimique mutagene provoquant la substitution de la Cytosine en 
Thymidine, pendant une heure a 80°C, en utilisant un protocole standard. La souche 

25 DH10B de E.Coli. K12 a ete transformed avec l'ADN plasmidique potentiellement mute 
ainsi obtenu. L'utilisation du test de criblage colorimetrique decrit dans l'exemple ! a 
permis d'identifier apres criblage de plusieurs milliers de clones potentiellement mutes 
plusieurs colonies capables de brunir le milieu, c'est a dire de transformer l'HPP en 
homogentisate meme en presence de 7mM de 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-methylsulfonyl- 

30 4-trifluoromethylphenyl) propan-l,3-dione . 
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Apres sequence de ces divers mutants il s'est revele que l'utilisation de cet outil 
de mutagenese/criblage a permis d'isoler 4 mutants distincts correspondants a trois sites de 

mutations, distincts: 

- Premier site : la proline 215 remplacee par une leucine, mutant appele PfL215 

5 - Deuxieme site : 

- la glycine 334 remplacee par une serine, mutant appele PfS334 

- la glycine 334 remplacee par un acide aspartique, mutant appele PfD334 

- Troisieme site : la glycine 336 remplacee par un acide serine, mutant appele 

PfS336 

10 Ces trois sites mutes permettant d'obtenir une tolerance amelioree par rapport a 

l'HPPD non mutee sont situes dans la partie C-terminale de la proteine. 

Les clones derives du clone pRP C contenant la region codante du gene de l'HPPD 
de Pseudomonas fluorescens A32 contenant une ou plusieurs mutations sont nommes pRP 
C suivit du nom de la ou des mutations effectuees, comme par exemple pRP C PfL215 ou 

15 pRPC PfS336 (ou encore simplement par la seule designation de l'acide amine mute, 
comme par exemple PfL215 ou PfS336, sauf indication contraire quant a l'origine de 
l'HPPD mutee). 

La ou les modifications par mutagenese au hasard peuvent etre effectuees sur toute 
proteine ayant une activite de type HPPD e'est a dire transformant le 4-hydroxy 
20 phenylpyruvate en homogentisate, dont la region codante est ou pourrait etre clonee. Les 
HPPD decrites dans ce texte sont entre autres celle de P. fluorescens, Arabidopsis 
thaliana, Daucus carota, Zea mais et Synechocystis, mais bien sur il est evident pour 
l'homme de metier que toutes ces modifications sont applicables aux autres HPPD. 

25 F^m ple 3: M nt ^nese diriyee du gene de FHPPP de Pseudomonas 

fluorescens A32 par analogic de sequence. 

Par alignement des sequences proteiques des HPPD de Pseudomonas fluorescens 
A32, Arabidopsis thaliana, de souris de cochon et de Coccicoides,.., il est possible de 
choisir parmi les acides amines que l'on retrouve conserves dans differentes sequences un 
30 certain nombre d'entre eux pour les mutageneiser et obtenir des HPPD tolerantes; on aurait 
pu ajouter a Talignement , presente en figure 1, des sequences d'autres HPPD decrits dans 
la litterature. 
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Lalignement de ces differentes sequences met nettement en evidence qu'une des 
regions les mieux conservees est situee entre la glycine en position 332 et la phenylalanine 
342. Non seulement cette region est tres conservee mais en plus elle englobe les deux 
glycines en position 334 et 336 identifies par mutagenese au hasard (en gras sur 
5 l'alignement de sequences et marques d'une etoile). On a realise la mutagenese sur le 
vecteur pRP C en utilisant 1'U.S.E. Mutagenesis Kit, Pharmacia Les oligonucleotide M- 
ont ete utilises pour les mutageneses de la phenylalanine 333, de la glycine 334, de la 
glycine 336 et de l'asparagine 337, mais aussi pour celles des doubles mutants des glycines 
334 et 336, comme indique dans les schemas ci-apres (identificateurs de sequences en 
10 annexe, SEQ ID NO la 12): 

Mutagenese de PHE333, remplacee uniquement par Trp 
OligO 1 : GAAGTTGCCC TCGCCCCACC CATCGTCGCC CTT 
Mutagenese de PHE333, remplacee uniquement par LEU & ILE 
01igo2: GAAGTTGCCC TCGCCRAKCC CATCGTCGCC CTT 
1 5 Mutagenese de GL Y3 34 , remplacee uniquement par TRP 

OligO 3 : CTTGAAGTTG CCCTCCCAAA ACCCATCGTC GCC 
Mutagenese de GLY334, remplacee uniquement par ASP 
OligO 4 : CTTGAAGTTG CCCTCGTCAA ACCCATCGTC GCC 
Mutagenese de GLY334, remplacee uniquement par SER 
20 OligO 5 : CTTGAAGTTG CCCTCGCTAA ACCCATCGTC GCC 

Mutagenese de GLY334, remplacee uniquement par LEU & ILE 
Oligo 6 : CTTGAAGTTG CCCTCRAKAA ACCCATCGTC GCC 
Mutagenese de GLY336, remplacee uniquement par ASP 
Oligo 7 : CAGCGCCTTG AAGTTGTCCT CGCCAAACCC ATC 
25 Mutagenese de GLY336, remplacee uniquement par GLU 

OligO 8 : CAGCGCCTTG AAGTTYTCCT CGCCAAACCC ATC 

Mutagenese de GLY336, remplacee uniquement par TRP 
OligO 9 : CAGCGCCTTG AAGTTCCACT CGCCAAACCC ATC 
Mutagenese de GLY336, remplacee uniquement par He 
30 Oligo 10 : CAGCGCCTTG AAGTTDACTC GCCAAACCCA TC 

Mutagenese de GLY334 & GLY336, remplacees par tous les autres acides amines, 
done avec possibility d'obtenir un double mutant 
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OligO 1 1 : CGCTTGAAGT TNNNCTCNNN AAACCCATCG TC 
Mutagenese de ASN337, remplacee uniquement par LEU & ILE 
01igol2: GAACAGCGCC TTGAARAKGC CCTCGCCAAA CCC 
Apres criblage avec la 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-methylsulfonyl-4- 
5 trifluoromethylhenyl) propan-l,3-dionede plusieurs centaines de mutants potentiels, on a 
identifie 15 nouveaux mutants, dont 12 simples mutants et 3 doubles mutants (Voir tableau 
recapitulatif), presentant une tolerance a Finhibiteur 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2- 
methylsulfonyl-4-trifluoromethylphenyl) propan-l,3-dione dans notre test de detection 
colorimetrique. II faut ajouter que certains des mutants identifies au cours de ces 
10 mutageneses dirigees sont identiques bien sur aux mutants identifies dans 1'exemple 2 
(comme par exemple PfS334 et de PfD334). 

II a ete possible de combiner des mutations, non seulement dans des regions 
proches, comme c'est le cas pour obtenir des double mutants en position 334 et 336, mais 
aussi dans des regions doignees comme c'est le cas pour obtenir des double mutants en 
1 5 position 2 1 5 et 336, comme indique ci-apres. 

P RP C PfL215 Delta : L'ADN plasmidique du clone pRP C Pf L215 a ete digere 
Pstl, purifie puis religue. Le premier site PstI se situant au niveau de la Leucine 289,et le 
dernier site Pstl se situant dans le site de clonage multiple du PKK233.2, le clone obtenu 
pRPC PfL215 Delta, contient la partie de la sequence codante de PHPPD Pf L215 incluant 
20 la mutation Pro2 1 5Leu, mais pas la partie terminale ni la partie genomique, 
PRP C PfL21S W336. PRP C PfL215 E336, PRP C PfL215 1336 : 
Les ADN plasmidiques des clones pRP CPfW336, pRP CPfE336, pRP CPA336, 
ont ete digere par Mlul et Hindlll, Mlul se situant dans la partie codante de l'HPPD de 
Pseudomonas fluoresces, au niveau de l'acide aspartique 254, Hindlll se situant dans le 
25 site de clonage multiple du PKK223.3. Les fragments contenant les parties C-terminales 
des HPPD mutees ainsi que la partie genomique, ont ete purifiees, puis liguees dans le 
plasmide pRP C PfL215 Delta, digere par Mlul et Hindlll. Les trois clones ainsi obtenus 
sont equivalents au clone pRP C PfL215, mais contiennent respectivement aussi la 
mutation W336, E336 et 1336. 
30 Les mutants obtenus sont identifies comme suit: 

Sim ples mutants: 

Phenylalanine333 remplace par tryptophane appele PfW333 
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Phenylalanine333 rempiace par leucine 
Glycine334 rempiace par tryptophane 
Glycine334 rempiace par proline 
Glycine334 rempiace par leucine 

5 Glycine334 rempiace par Isoleucine 

Glycine336 rempiace par acide aspartique 
Glycine336 rempiace par glutamine 
Glycine336 rempiace par acide glutarique 
Glycine336 rempiace par tryptophane 

10 Glycine336 rempiace par isoleucine 

Asparagine337 rempiace par leucine 

Doubles mutants obtenus par mutagenese dirigee: 
Glycine334 rempiace par alanine et 
15 Glycine336 rempiace par alanine 

Glycine334 rempiace par alanine et 
Glycine336 rempiace par arginine 
Glycine334 rempiace par serine et 
Glycine336 rempiace par arginine 

20 

Doubles mutants obte nus par clonage: 
Proline 215 rempiace par Leucine et 
Glycine 336 rempiace par Tryptophane 
Proline 215 rempiace par Leucine et 
25 Glycine 336 rempiace par Acide Glutamique 

Proline 215 rempiace par Leucine et 
Glycine 336 rempiace par isoleucine 



appele PfL333 
appele PfW334 
appele PfP334 
appete PfL334 
appele PA334 
appele PfD336 
appele PfQ336 
appele PfE336 
appele PfW336 
appele PfI336 
appele PfL337 



appele PfA334-A336 
appele PfA334-R336 
appele PfS334-R336 



appele PfL215-W336 
appele PfL215-E336 
appele PfL2 15-1336 



Ce resultat montre qu'il est possible, par mutagenese des acides amines conserves 
30 entre les sequences proteiques de differentes HPPD situes dans la partie C-terminale de la 
proteine, d'obtenir des HPPD presentant une tolerance aux inhibiteurs d'activite HPPD. 
Done toute region conservee entre differentes sequences en acides amines d'HPPD est une 
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bonne cible pour obtenir des mutants qu'il est mteressant d'analyser pour determiner leur 
tolerance. II est clair que fait partie de Invention toute mutation ou mutation multiple qui 
permettrait d'obtenir une HPPD tolerante meme si cette proteine n'est pas exemplif.ee dans 
ce texte. 

5 II est la aussi demontre que le domaine C-terminal est bien la cible privilege de la 

mutagenese d'une HPPD en vue d'une bonne tolerance de l'enzyme a ces different* 
inhibtteurs. En effet dans le domaine N-terminal defini comme allant de 1'acide amine n°l 
au peptide de liaison defini precedemment chez Pseudomonas fluorescent A32 ou a ces 
corresponds dans les HPPD d'autres especes il est tres difficile de definir une region 

10 conserves 

La ou les modifications, par mutagenese dirigee a partir deformations deduites 
d'un ahgnement de sequence, peuvent etre bites sur toute proteine ayant une activite de 
type HPPD c'est a dire transformant le 4-hydroxyphenylpyruvate en homogentisate, dont la 
region codante est ou pourrait etre clonee. Les HPPD decrites dans ce texte sont entre 
15 autres celle de P. fluoresce™, Arabidopsis thaliana, Daucus carota, Zea mais el 
Synechocystis, mais bien sur il est evident que toutes ces modifications sont applicables 
aux autres HPPD. 

F ,^ r ,„ A. M„t a ,enese *ene rle l'HPPT) de Vseudomonas 

20 flunrescens A32. 

Les resultats obtenus par mutagenese au hasard comme decrit a l'exemple 2, ainsi 
que de ceux obtenus apres ahgnement des differentes sequences d'HPPD, montrent 
clairement que le peptide allant de F#333 a F#338 (numerotation sur HPPD de P. 
fluoresced est une region particulierement interessante en terme de mutagenese pour 

25 obtenirune tolerance. 

Parallelement a cette information, on a decouvert, par une analyse de la structure 
tridimensionnelle de l'enzyme de Pseudomonas fluoresces strain A32 par exemple (figure 
1), que la partie C-terminale de la proteine, de son monomcre contient le site catalytique de 
l'enzyme. Ce sont done les acides amines de ce domaine C-terminal qu'il faut mutageneiser 

30 en priorite pour esperer modifier interaction proteine inhibiteur et obtenir ainsi une 
enzyme plus tolerante. 
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On a done recherche, par analyse de la structure tridimensionnelle de la proteine 
HPPD de P. fluoresces, des mutations ponctuelles qui pourraient entrainer un changement 
conformationnel de l'hexapeptide Phc333 a Phe338 sans muter directement ce peptide. 
L'idee directrice est que la mutation d'un acide amine assez eloigne du site actif, un acide 
5 amine non conserve peut influencer le positionnement dans l'espace de ce peptide de 
Phe333 a Phe338 et done induire une tolerance aux inhibiteurs dc l'HPPD par effet 
"ricochet". 

On a done recherche dans la structure des acides amines proches de cet 
hexapeptide; un petit nombre d'acides amines repondent a ce critere, comme 1'acide 
10 aspartique 287 et la glycine 298 [ pour information, l'atome de carbone alpha de la glycine 
334 de l'hexapeptide est a 9,61 angstrom de celui du fer situe dans le site catalytique et le 
carbone alpha la glycine 298 est a 5,75 angstrom de celui de la glycine 334 ]. Cette glycine 
298 a paru etre des deux acides amines le meilleur candidat car toute mutagenese va 
conduire a un acide amine avec une chaine laterale plus grosse et on a remplace cette 
15 glycine par un acide glutamique (dont la chaine laterale est en outre chargee negativement) 
en vue d'une modification suffisamment sensible pour que l'effet soit visible. 

De plus quand on mute la glycine 298 par un acide glutamique, la chaine laterale de 
cet acide glutamique qui est tres encombree 'cogne' sur la structure secondaire en feuillet 
Beta dans laquelle on trouve le motif conserve LLQIF. La phenylalanine 3 12 de ce motif se 
20 trouve elle meme tres proche du fer. 

On a teste la mutation Gly298 en Glu298. 

Cette mutations Gly298 en Glu298 a ete creee par mutagenese dirigee (U.S.E. 
Mutagenesis Kit, Pharmacia) du vecteur pRP C en utilisant l'oligonucleotide n° 13 
(identificateur de sequence en annexe - SEQ ID NO 13) : 

25 

fil .Y298 remplace par acide glutamique 

Oligo 13 : GCCTTCCACGGAAGATTCGTCCAGCAGGATACC 
Ce mutant appele PfE298 provoque le brunissement du milieu de criblage contenant 
7mM de RPA202248 (Voir tableau recapitulatif). 
30 Ceci confirme qu'avec la connaissance de la structure tridimensionelle de l'HPPD, 

on peut determiner un certain nombre de mutations efficaces en terme de tolerance aux 
inhibiteurs de l'HPPD, qu'elle soit d'origine bacterienne vegetale ou autre. En effet il est 
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tout a fait possible de modeliser la structure de n'importe quelle HPPD dont on a la 
sequence proteique puisque on connait la structure precise dans le cas de l'HPPD de P. 
jluorescens. Cette modelisation sera surtout interessante dans le cas de la modelisation du 
domaine C-terminale, le mieux conserve en terme de sequence primaire et surtout le plus 
5 prometteur en terme de tolerance aux inhibiteurs de l'HPPD. 

La ou les modifications, par mutagenese dirigee a partir d'informations deduites de 
la structure tridimensionelle d'une HPPD modelisee ou determinee par analyse de cristaux 
obtenus en presence ou en abscence d'un inhibiteur, peuvent etre faites sur toute proteine 
ayant une activite de type HPPD c'est a dire transformant le 4-hydroxyphenylpyruvate en 
0 homogentisate, dont la region codante est ou peut etre clonee. Les HPPD decrites dans la 
presente demande sont entre autres celle de P. Jluorescens, Arabidopsis thaliana, Daucus 
carota, Zea mais et Synechocystis, mais bien sur il est evident pour Thomme de metier que 
toutes ces modifications sont applicables aux autres HPPD. 

5 Exemole 5: Expression d'HPPD mutantes de Pseudomona s fluorescein dans le 

tabac 

A) Construction de genes chimeres. 

pRP-VB3 : L'ADN du vecteur binaire pBI121 (Clontech) a ete digere Hindlll et 
Xbal, les extremites completees avec des dNTP a Faide de la pfu polymerase (Stratagene), 
le vecteur purifie. L' ADN du clone pRP-S decrit a l'exemple 2 de la demande dans la 
demande PCT 96/38567 et comprenant l'enchainement M promoteur double histone - TEV - 
OTP - gene HPPD - terminateur Nos" a ete digere Hindlll et Sad, les extremites 
completees avec des dNTP a Taide de la pfu polymerase (Stratagene), 1' insert purifie puis 
ligue dans le vecteur purifie precedemment decrit. L'orientation a ete verifie par digestion 
25 Sail. Le clone pRP-VB3 a done la structure de gene chimerique suivante : 
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RB / promoteur Nos / NPTII / terminaieur Nos / promoteur double histone / tev / otp / 
HPPD / terminateurNos / LB 

RB LB = bordure droite et gauche respectivement du T-DNA d' Agrobacterium 
tumefaciens 

30 promoteur Nos = promoteur de la nopaline synthase d 1 Agrobacterium tumefaciens 

NPTII = sequence codante de la neomycine phosphotransferase de type II (conferant la 
resistance a la kanamycine) 
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terminateur NOS = sequence terminatrice de la nopaline synthase d'Agrobacterium 
tumefaciens 

promoteur double histone = decrit dans EP 507 689 
tev = TEV enhancer (Carrington & Freed) 
5 otp = peptide de transit optimise (EP 508 909) 

pRP-VB3-b : L'ADN du clone pRP-VB3 a ete digere par BamHI purifie, puis ligue 
dans le vecteur pZERO-1 (Invitrogen) qui ne contient pas les sites de restriction BstEII et 
Sail, digere BamHI et purifie. Une partie de I'OTP, le gene de l'HPPD et le terminateur 
Nos sont ainsi transferes dans pZERO-1. 
10 pRP-VB3-e : L'ADN du clone pRPVB3-b a ete digere Sail, purifie, puis ligue en 

presence de l'adaptateur presente ci-dessous (oligonucleotides 14 et 15 - SEQ ID NO 14 et 
15 en annexe), de fa?on a remplacer le site de restriction Sail par le site BstEII. 
5 1 TCGAGAGAGAGGTGACCGAGAGA 3 • 
3 i CTCTCTCCACTGGCTCTCTAGCT 5 ' 

15 pRP-VB3-d : L'ADN du clone pRP-VB3-c a ete digere BamHI, l'insert purifie, 

puis clone dans le vecteur PUC19 (Biolabs) digere BamHI. Une partie de I'OTP, le gene de 
l'HPPD et le terminateur Nos sont ainsi transferes dans PUC19. 

pRP-VB3-e : Le vecteur PUC19 ne possedant pas les sites de restriction Pmll et 
StuI, l'ADN du clone pRP-VB3-d a ete digere Pmll et StuI, purifie, puis ligue sur lui- 
20 meme permettant ainsi de supprimer le site Not dans le gene de l'HPPD et de tronquer la 
partie codante de l'HPPD de 500 paires de bases environ, afin de rendre aise par la suite, le 
criblage des colonies transformees ayant integre les HPPD mutantes. 

pRP-VB3-f : Le vecteur pRP-VB3-e a ete digere NotI, les extremites completees 
avec des dNTP a 1'aide de la Pfu polymerase (Stratagene), purifie, digere BamHI, purifie, 
25 puis clone dans le vecteur PUC19 digere Kpnl, les extremites completees avec des dNTP a 
l'aide de la Pfu polymerase (Stratagene), purifie, digere BamHI, purifie. 

pRP-VB83-g : L'ADN du clone pRP-VB3 a ete digere BstEII, les extremites 
completees avec des dNTP a l'aide de la Pfu polymerase (Stratagene), le vecteur purifie 
puis ligue sur lui-meme permettant ainsi la disparition du site unique BstEII de ce vecteur. 
30 pRP-RD224 : L'ADN du clone pRP-VB3-f a ete digere BamHI et Sad, purifie, 

puis ligue dans le vecteur pRP-VB3-g digere par BamHI et Sad et purifie. Le clone pRP- 
RD224 a done la structure suivante : 
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RB / promoteur Nos / NPTII / terminateur Nos / promoteur double histone / tev / otp / 
HPPD tronquee / terminateur Nos / LB - 



5 r RP-KD224mutants : Les ADN des vecteurs portant les HPPD mutees ainsi que 

l'HPPD non mutee contenues dans le vecteur PKK233-2, ont ete digeres par Kpnl et 
BstEII, purifiees puis liguees dans le vecteur pRP-RD224, digere par Kpnl et BstEII et 
purifie. Les transformants ayant integre le gene de l'HPPD mute ont ete selectionne pour la 
taille de I'insert par digestion Kpnl et BstEII. Les clones obtenus sont notes pRP-RD224 

10 auquel on ajoute le type de mutation effectuee sur l'HPPD, on a ainsi cree par exemple pRP 
RD224 Pf (pour 1' enzyme non mutee) pRP RD224 PfD336 (pour l'enzyme avec un acide 
aspartique en 336),pRP RD224 PfQ336 (pour renzyme avec une glutamine en 336), pRP 
RD224 P1L333 (pour l'enzyme avec une leucine en 333), pRP RD224 PfA334~A336 (pour 
l'enzyme avec une alanine en 334 et en 336, double mutant). 

15 B) Transformation du Tabac "Petit havana". 

Les genes chimeres decrits precedemmentont ete transfers dans du tabac "Petit 
havana" selon les procedures de transformation et de regeneration deja decrites dans la 
demande europeenne EP n° 0 508 909. 

n Transformation; 

20 Le vecteur est introduit dans la souche non oncogene tfAgrobacterium tumefaciens 

EHA101. 

2 } Regeneration: 

La regeneration du tabac "Petit havana" a partir d'explants foliaires est realisee sur 
un milieu de base Murashige et Skoog (MS) comprenant 30g/l de saccharose ainsi que 

25 350mg/l de cefotaxime et des doses variables de la 2-cyano-l-[4-(methylsulphonyl)-2- 
trifluoromethylphenyl]-3-(l-niethylcyclopropyl)propan-l,3-dione(EP 496630) , lOppm, 
20ppm, 40ppm qui est un analogue de 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-methylsulfonyl-4- 
trifluoromethylphenyl) propan-l,3-dione ou directement des doses de 2 ou 4 ou 8 ppm de 
2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-methylsulfonyl-4-trifluoromethylphenyl) propan-l,3-dione 

30 Les explants foliaires sont preleves sur des plants en serre et transformes selon la technique 
des disques foliaires (Science 1985, Vol 227, pl229-1231) en trois etapes successes : 
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- la premiere comprend 1' induction des pousses sur un milieu MS additionne de 
30g/l de saccharose contenant 0.05mg/l d'acide naphtylacetique (ANA), et 2mg/l de 
benzylaminopurine (BAP) pendant 15 jours et des doses variables d'herbicide, la 2-cyano- 
l-[4-(methylsulphonyl)-2-trifluoromethylphenyl]-3-(l-methylcyclopropyl)propan-l,3- 
5 dione(EP 496630) ou la 2-c y ano-3-c y clopro P yl-l-(2-methylsulfonyl-4-triflu 0 romethyl 

phenyl) propan-l,3-dione ). 

- Les pousses vertes formees au cours de cette etape sont ensuite developpees par 
culture sur un milieu MS additionne de 30g/l de saccharose et des doses variables 
d'herbicide , mais ne contenant pas d'hormone, pendant 10 jours. 
10 - Puis on preleve des pousses developpees et on les cultive sur un milieu 

d'enracinement MS a teneur moitie en sels, vitamines et sucres et des doses variables 
d'isoxaflutole et ne contenant pas d'hormone. Au bout d'environ 15 jours, les pousses 
enracinees sont passees en tene. 

C) Mesure de la tolerance a 1' herbicide des plantules in- vitro . 
15 Les experiences sont realisees par action d'un agent de selection avec les mutants 

indiques dans le tableau suivant et montrent que si l'on n'obtient pas de pousses/plantules 
aux doses les plus elevees d'herbicide dans les essais de transformation/regeneration avec 
une HPPD non mutee, par contre les mutants permettent grace a une meilleure tolerance de 
l'enzyme d'obtenir des plantules meme a des doses elevees de 2-cyano-l-[4- 
20 (m e thylsulphonyl)-2-trifluoromethylphenyl]-3-(l-methylcyclopropyl)propan-l ) 3-dione(EP 
496630) ou de 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-methylsulfonyl-4-trifluoro methylphenyl) 
propan-l,3-dione des plantules (voir tableau recapitulatif). Ces plantules obtenues a fortes 
concentration de l'agent de selection avec une HPPD mutee et que Ton ne peut obtenir avec 
I'HPPD sauvage sont tout a fait normales. 

25 

Au cours de la selection in-vitro sur 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-methylsulfonyl-4- 
trifluoromethylphenyl) propan-U-dione a lppm, 2ppm, 4ppm et 8ppm, il apparait qu'un 
certain nombre de mutants ne permettent pas la regeneration aisee de plantules de tabac 
transferees, quelque soit la dose d'herbicide employee. On notera toutefois que des 
30 transformants pourront etre obtenus avec un plus grand nombre d'essais de transformation, 
et/ou en determinant les concentrations d'agent de selection. 
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Par contre avec d'autres mutants il est aise d'obtenir des plantules vertes et done 
tout a fait normales. Les mutants qui donnent le plus de plantules sont les mutants PfL21 5, 
PfD336 et PfQ336 (pour les mutants etudies selon ce precede). 
Au cours de la transformation avec PfD336, 
5 il a ete obtenu 25% des evenements de transform^ tolerant la selection faite a lppm, 
il a ete obtenu 25% des evenements de transformation tolerant la Section faite a 2ppm, 
il a ete obtenu 35% des evenements de transformation tolerant la selection faite a 4ppm, 
il a ete obtenu 1 5% des evenements de transformation tolerant la selection faite a 8ppm. 
Au cours de la transformation avec PfL215, 
10 il a ete obtenu 8% des evenements de transformation tolerant la selection faite a lppm, 
il a ete obtenu 60% des evenements de transformation tolerant la selection faite a 2 PP m, 
il a ete obtenu 8% des evenements de transformation tolerant la selection faite a 4p P m, 
il a ete obtenu 24% des evenements de transformation tolerant la selection faite a 8ppm. 
Au cours de la transformation avec PfQ336, 
15 il a ete obtenu 35% des evenements de transformation tolerant la selection faite a lppm, 
il a ete obtenu 25% des evenements de transformation tolerant la selection faite a 2ppm, 
il a ete obtenu 40% des evenements de transformation tolerant la selection faite a 4ppm, 
il a ete obtenu 0% des evenements de transformation tolerant la selection faite a 8ppm. 
Au cours de la transformation avec l'HPPD non mutee, 
20 il a ete obtenu 1 5% des evenements de transformation tolerant la selection faite a lppm, 
il a ete obtenu 70% des evenements de transformation tolerant la selection faite a 2ppm, 
il a ete obtenu 1 5% des evenements de transformation tolerant la selection faite a 4pp m) 
il a ete obtenu 0% des evenements de transformation tolerant la selection faite a 8ppm. 

25 Ces resultats viennent done confirmer que les HPPD mutees sont statistiquement 

plus effaces que l'HPPD sauvage; avec les deux mutants PfD336 et PfL215 .1 est possible 
d'obtenir des transformants a la dose la plus haute de 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2- 
methylsulfonyl-4-trifluorom6thylphenyl) propan-U-dione, alors que ce n'est pas possible 

avec l'HPPD non mutee. 
30 De plus avec le mutant PfQ336, de nombreux evenements de transformation sont 

obtenus a 4ppm de 2-cyano-3.cyclopropyl-l-(2-meth y lsulfonyl-4-trifluoromethylphenyl) 
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propan-U-dione, 40% des plantules, alors qu'avec I'HPPD sauvage un faible pourcentage 
des plantes sont obtenus a 4ppM de cet herbicide. 

TahlBan recapitulatif des mutants de I'HPPD de P fluorescein 

... A . ... * % de plantules vertes obtenues a la 

jmnnn A n »»i!tA .lone toct At* rrinlfiop r ,u " ,M 



Sauvage 
Mutec 



15 



20 



25 



avec une dose d'agent de selection de 


dose de x ppm d'herbicide 




0 tnM 


7mM 






10 


0 


1 5% a 4ppm 
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Pfl336 


10 
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PfL337 
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8 


pas de plantules vertes 


PfA334-A336 
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8 




PfA334-R336 


8 


7 


pas de plantules vertes 


PfS334-R336 


5 


5 


pas de plantules vertes 



30 

* : test de criblage decrit dans l'exemple 1 . 

donnees non disponibles. 
Le chiffre 10 correspond a une activite forte de meme niveau que I'HPPD non 
mutee et sans inhibiteur, le chiffre 0 correspond a une activite nulle soit due a une 
35 inhibition complete par le 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-methylsulfonyl-4-trifluoromethyl 
phenyl) propan-1 ,3-dione soit due a une mutation entrainant la non activite de Tenzyme, les 
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chiffres la 9 correspondent a des activites intermediates plus forte quand le chiffrc 
augmente dans le test devaluation decrit dans Pexemple 1 . 

Ces resultats confirment que V introduction d'une HPPD presentant une tolerance 
aux inhibiteurs d'activite HPPD dans les plantes, confere a celles-ci une tolerance a ces 
5 meme inhibiteurs, tolerance qui est done meilleure que celle obtenue avec une HPPD non 
mutee. 

D) Tolerance in- vivo . 

Toutes les plantes, apres enracinement, ont ete acclimatees a la serre et menees a 
10 graines. 

Les graines de plusieurs capsules sont melangees , puis semees sur un melange de 
terreau et de sable, a raison de 100 graines environ par barquette de semis. Le genotype 
sauvage Petit Havana est inclus comme temoin. Les traitements sont effectues a raison de 
600g/ha d'isoxaflutole formule. Les notations d'aspect du semis sont realisees 12 jours 

15 apres traitement, la note 5 pour le meilleur aspect, la note 1 pour le plus mauvais. Les 
moyennes des observations de plusieurs evenements de transformation (10-20 evenements 
de transformation par HPPD evaluee) sont representatives des valeurs de tolerance en pre 
emergence de FHPPD sauvage et des HPPD mutees. 

Ces mesures effectuees pour plusieurs mutants d'HPPD de Pseudomonas 

20 fluoresce™ sur les positions 336 et 215 permettent d'etablir les valeurs moyennes de 
tolerance dans le tableau ci-apres. 



Essai 


1 


2 


Pf non mutee 


2,06 


2,2 


PfW336 




2,8 


PfD336 


3,35 




PfQ336 


2,94 




PAL215 


3 





Ces resultats montrent que les HPPD mutees selon V invention presentent dans les 
25 plantes transformees une tolerance aux herbicides inhibiteurs d'HPPD superieure a la 
tolerance obtenue avec l'HPPD native correspondante. 
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F vem ple 6 ; Mutagen^ dirigee d « gene de l'HPPD de Synechocystis. 
On choisit un site de mutation efficace sur l'HPPD de Pseudomonas fluoresces en 
terme de tolerance aux inhibiteurs de l'HPPD et on le transpose a une autre HPPD. 
5 Cette transposition est faite a une HPPD la plus divergente possible de l'HPPD de 

Pseudomams fluoresces et des autres HPPD connues. Pour ce faire on travaille avec le 
gene codant pour l'HPPD de Synechocystis connue grace au sequencage systematique du 
genome de cette cyanobacterie jamais clone en tant que tel. On a done d'abord isole le 
gene puis on l'a fait exprimer dans E. coli . 
10 1) obtention du gene. 

L'ADN genomique de la cyanobacterie Synechocystis PCC6803 a ete extrait et 
purifie en utilisant les protocoles standards. 200ng de cet ADN genomique ont ete 
amplifies par reaction de polymerisation en chaine (PCR) en utilisant 1,25U de pow 
polymerase (Bohringer) dans son tampon dans un volume reactionnel de 50 ul avec 200uM 
15 de dNTP(desoxyribonucleoude-triphosphate). Les sequences des oligonucleotides 
synthetiques 16 et 17 (SEQ ID NO 16 et 17 en annexe) utilises comme amorces ont ete 
deduites de la sequence publiee dans Genebank de l'HPPD de Synechocystis. 
01ig0l6 ATTATGGAAT TCGACTATCT T 
01igol7 CAGTATTCAT AATGTTAATT ATG 
20 Le programme d'amplification, 5 minutes 94°C, puis 50 cycles 1 minute 94°C, 1 

minute 49°C, 1 minute 72°C, puis 5 minutes 72°C, a ete realise sur un appareil Perkin- 

Elmer 9600. 

2) Clonage du gene et expression. 

Le fragment amplifie obtenu par PCR a ete purifie, digere EcoRI, repurifie, puis 
25 clone dans le vecteur ptrc-99A (Pharmacia) prealablement digere EcoRI et Smal. La 
bacterie JM105 a ete transformee par le plasmide recombinant. Le sequencage a permis de 
verifier la conformite du fragment clone avec la sequence de l'HPPD de Synechocystis 
publiee. 

L'activite dioxygenase de l'HPPD de Synechocystis ainsi obtenue a ete observee par 
30 brunissement du milieu en utilisant le test colorimetrique decrit precedemment (cf exemple 
1) avec ajout d'IPTG(isopropyl-P-D-thio-galactopyrazonide) a la concentration de ImM 
afin d'induire l'expression de la proteine. Dans les memes conditions, sur un milieu 
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contenant 7mM de 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-methylsulfonyl-4-trifluoromethylphenyl) 
propan-l ( 3-dipne, il n'y pas brunissement du milieu, ce qui confirme Inhibition de 
I'activite HPPD de Synechocystis par le 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-methylsulfonyl-4- 
trifluoromethylphenyl) propan-l,3-dione . 
5 3) Mutagenese dirig6e. 

Par alignement des sequences proteiques de l'HPPD de Pseudomonas fluorescens 
A32 et de l'HPPD de Synechocystis PCC6803, on a estime que les Glycines en position 
334 et 336 de l'HPPD de Pseudomonas (glycines indiquees par des etoiles dans la figure 
de l'exemple 3 et qui sont tres fortement conservees) sont en position 318 et 320 sur 
10 l'HPPD de Synechocystis (en gras sur l'alignement de sequences proteiques en figure 3) 

Plusieurs mutants de la position 334 chez Pseudomonas fluorescens ayant ete 
obtenus, deux experiences de mutagenese dirigee (U.S.E., Pharmacia), utilisant les 
oligonucleotides MUGLYA et MUGLYB destinee a remplacer la Glycine 318 (de 
Synechocystis corresponds a la glycine 334 de P. fluorescens) soit en Asparagine ou en 
15 Serine, soit en Proline ou Alanine, ont ete realisees (SEQ ID NO 1 8 et 19). 

GLY3 1 8, remplacement possible par SER & ASN 
Oligo 18 CGGGCAAAAG GATTTARCCA AGGAAACTTT CAAG 
GLY318, remplacement possible par PRO & ALA 
20 Oligo 19 CGGGCAAAAG GATTTSCNCA AGGAAACTTT CAAG 

Dans les deux experiences, des clones obtenus apres mutagenese ont provoque le 
brunissement du milieu de criblage a 7mM de 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-methylsulfonyl- 
4-trifluoromethylphenyl) propan-l,3-dione (test decrit dans l'exemple 1). Un mutant de 
chaque experience a ete sequence. 
25 Glycine318 remplace par asparagine, appele SyN318 similaire au P1D334 (dans 

exemple 3) 

Glycine318 remplace par alanine, appele SyA318 similaire au PfA334 (dans 
exemple 3) 

Ces resultats confirment que les mutations conduisant a une tolerance, mise en 
30 evidence pour une HPPD donnee sont transposables a une autre HPPD, d'une autre espece, 
d'un autre regne. 
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Ces resultats confirment aussi que des modifications dc la sequence proteique dans 
la partie C-terminale d'une HPPD qu'elle que soil son origine (bactcriennc ou autre) 
peuvent entrainer une tolerance amelioree aux inhibiteurs d' 1 1PPD. 

5 Exem ple7: Etude hiochimique d'une HPP D mutee. mutants de Synechocystis. 

Les mutants SyN318 et SyA318 obtenus dans Texemple precedent ont ete etudies, 
en comparison avec l'HPPD non mutee de Synechocystis pour les caracteristiques 
biochimiques Km et 150 vis a vis d'un inhibiteur de l'HPPD qui est le 2-cyano-3- 
cyclopropyl-l-(2-methylsulfonyl-4-trifluoromethylphenyl) propan-l,3-dione Cette 
10 analyse a etc faite en utilisant le protocole suivant: 
a) Mesure de l'activite 

L'activite HPPD est mesuree en determinant par chromatographic liquide de haute 
performance (HPLC) la quantite de produit forme, c'est a dire d'homogentisate, apres 
incubation de l'enzyme avec son substrat, l'HPP. L'injection de differentes doses 
15 d'homogentisate variant de 12 a 48 nmoles dans la colonne permettent de determiner le 
temps de retention de l'homogentisate et de correler l'aire du pic avec la quantite de produit 
injecte. 

Les mesures d'activite sont realisees dans un volume final de 200 ul contenant : de 
l'ascorbate a 12,6 mM, du fer (FeH 8 N20 8 S2,6H20) a 178 uM (prealablement prepare 

20 dans du tampon Tris acetate 0,1 M P H 6), 50 ug d'extrait brut contenant l'HPPD, de l'HPP 
a 352 uM, et du tampon Tris acetate 0,1 M pH 7,5. L'enzyme est incubee 1 min a 30°C 
avec dans un premier temps le fer puis 5 min a 30°C avec l'ascorbate avant le demarrage de 
la reaction par ajout du substrat, l'HPP. L'incubation est poursuivie durant 1 min 30 a 
30°C, puis la reaction est arretee par addition de 70 ul d'acide perchlorique 20 %. Les 

25 proteines sont ensuite eliminees par centrifugation 5 min a 15300 rpm a 20°C. Le 
surnageant est recupere. La quantite d'homogentisate forme est alors analysee par injection 
de 75 ul de l'essai dans une colonne Pico Tag C18 connecte au systeme HPLC. L'elution 
est realisee a un debit de lml/min. L'elution isochratique realisee est la suivante: 1- 0% de 
tampon B (soil 100% de tampon A : eau, acetonitrile 3% (v/v), acide trifiuoro acetique 

30 0,1 % (v/v)) durant 6 minutes ; 2- 100% de tampon B (acetonitrile 100%) jusqu'a la minute 
11 ; 3- 0% de tampon B jusqu'a la minute 19. En sortie de colonne, l'homogentisate est 
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detecte par mesure de labsorbance a 288 nm. La quantitc de produit forme est def.nie par 
l'aire du pic sur le chromatogramme. 

b) Determination du Km 

Le K M de l'HPPD pour l'HPP est determine en mesurant la vitesse initiate de la 
5 reaction avec differentes concentrations d'HPP. Lcs reactions sont realisees dans les 
condittons decntes ci-dessus avec des concentrations d'HPP allant de 5,5 uM a 1400 uM. 

c) Determination de l'lCso 

L'1C 50 est determine par mesure de la vitesse initiate de la reaction dans les 
conditions decrites ci-dessus, apres incubation de l'enzyme 10 min a 30°C avec le fer, 
10 1'ascorbate, le substrat a 1056micromolaire et des concentrations d'inhibueur variables. Les 
concentrations de 2-cyanoO-cyclo P ropyl-l-(2- m cthyl S ulfonyl-4-trifluoromethylphenyl) 

propan-l,3-dione utilisees varient de 10" 10 a 10" 4 M.. 

Les valeurs de Km estimees de l'enzyme pour son substrat c'est a dire le 4- 
hydroxyphenylpyruvate, et les valeurs de 150 estimees a activites comparables, sont 
1 5 reportees dans le Tableau ci-apres : 



Km 



150 



HPPD native 



60uM 



80nM 



SyN318 



470uM 



80uM 



SyA318 



320uM 



40uM 



Ces resultats conftrment que les mutations realisees dans la partie C-terminale de la 
proteine, si elles influent en diminuant l'affmite de l'enzyme pour le substrat (Km), 
influent encore plus fortement en diminuant l'affmite de l'enzyme pour l'inhibiteur (150). 
20 En effet le rapport 150 d'une HPPD mutante sur 150 de l'HPPD non mutante (qui est l'image 
de la perte d'affinit* pour l'inhibiteur) est de 1000 et 500 pour SyN 318 et SyA 318 
respectivement alors que le rapport Km d'une HPPD mutante sur Km de l'HPPD non 
mutante (qui est l'image dc la perte d'affinite pour le substrat) est de 8 et 5 pour SyN 318 et 
SyA 318 respectivement. Ceci est bien 1' exemplification que ces deux mutants ont une 
affinite un peu moindre pour le substrat de l'enzyme mais surtout une affinite tres 
nettement plus faible pour les inhibiteurs de l'enzyme dont la 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2- 
methylsulfonyl-4-trifluoromethylphenyl) propan-l,3-dione . 

Ces resultats conftrment que le test de criblage colorimetrique decrit dans Pexemple 
1 permet bien de detecter des HPPD mutees presentant une tolerance aux inhibiteurs 



25 
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d'activite HPPD. lis valident l'outil qu'on utilise pour cribler et identifier des mutants de 
l'HPPD tolerants aux inhibiteurs de l'HPPD. Cet outil de screening est rapide et simple 
d'utilisation et c'est pourquoi on l'utilise mais il est clair que tout autre outil peut etre utilise 
pour faire une analyse similaire; il serait possible d'utiliser 

- un outil de criblage mesurant l'activite et son inhibition base sur la disparition 
d'HPP (dosage radioactif, dosage spectrophotometrique ou autre) ou base sur la 
consommation d'oxygene ou base sur l'apparition d'homogentisate (avec couplage d'une 

autre activite enzymatique) 

- un outil de criblage vivo, corame par exemple la croissance de bacteries sur HPP 
10 comme seule source de carbone en presence d'inhibiteurs de l'HPPD permettant de 

selectionner les seuls clones avec une HPPD tolerantes 

- il est de meme tout a fait envisageable d'utiliser un screening vivo dans les plantes 
en utilisant des vecteurs de transformation des plantes, des systemes de transformation, des 
systemes de regeneration et de selection avec un inhibiteur de l'HPPD comme ceux decrits 

15 dans 1'exemple 5 et 8. 

Exem ple 8: Evaluation de PHPPD de Svnechocvst is non mutee et mutee, 
St yN^18 et mutee S yA318- dans le tabac. 

A) Construction des genes chimeres: 

20 Le vecteur utilise pour faire la construction permettant l'expression de l'HPPD de 

Synechocystis (sauvage ou mutantes) dans les plantes de tabac de type PBD6 s'appelle 
pRD224 (decrit dans 1'exemple 5). Ce vecteur a ete initiallement con^u pour doner tous les 
mutants de l'HPPD de Pseudomonas par simple remplacement du gene de l'HPPD tronquee 
de ce vecteur au niveau des sites Kpn I et BstE II. II peut egalement servir au clonage du 

25 gene de l'HPPD de Synechocystis en vue de la creation d'une plante transgenique. 

B) Strategic de clonage 

La sequence codant pour l'HPPD de Synechocystis est clonee dans le vecteur 
pRD224 par remplacement de la sequence codant pour l'HPPD de Pseudomonas 
fluoresce™ tronquee. Cependant elle ne peut pas etre clonee directement entre les sites 
30 Kpn I et BstE II, car les sequences N terminales des genes d'HPPD de Synechocystis et de 
Pseudomonas sont tres differentes. Mais le clonage entre le site Bam HI de 1'OTP et le site 
BstE II est possible. Pour cela, il est necessaire de recreer du cote 5', en amont de la 
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sequence HPPD, le site Bam HI suivi de la partie codant pour l'OTP situee en aval de Bam 
HI. 

Le gene de l'HPPD de Synechocystis contenu dans le vecteur pTRC 99A est 
amplifie par reaction de polymerisation en chaine (PCR) a l'aide des amorces A et B. 
5 ^oligonucleotide A permet d'ajouter le site Bam HI en amont du gene de l'HPPD ainsi 
qu'une partie de la sequence de TOTP entre le site Bam HI et le debut du gene, 
^oligonucleotide B permet d'ajouter le site BstE II en aval du gene. Les amorces A et B 
sont indiquees dans les SEQ ID NO 20 et 21 : 

oligonucleotide^ 5'nnnnnnnnnn GGATCCGGTG CATGGAATTC 

10 GACTATCTTC^' 

oligonucleotides: 5'nNNNNNNNNN GGTCACCAGT ATTCATAATG TTAATTATG 3 ' 

La reaction d'amplification est realisee a une temperature d'hybridation de 52°C. 
Les produits PCR sont ensuite separes sur gel d'agarose. La bande d'ADN correspondant au 
gene HPPD est decoupee puis purifite. 
15 Les fragments ainsi amplifies sont digeres par Bam HI durant lheure a 37°C puis 

par BstE II durant 1 heure a 60°C. Cet insert est ensuite isole sur gel d'agarose. La bande 
d'ADN correspondant au gene HPPD est decoupee puis purifiee. 

Ce fragment est ensuite clone dans le vecteur binaire. Celui-ci est au prealable 
digere par Bam HI et BstE II, puis separe du fragment correspondant a l'HPPD tronquee 
20 sur gel d'agarose. Ce vecteur est alors purifie de la meme maniere que le gene de l'HPPD. 

La ligation entre le vecteur binaire et l'insert est realisee sur la nuit a 16°C par la T4 
DNA ligase. Le melange de ligation est utilise pour transformer des cellules d'E.coli. 
DH10B electrocompetentes. Les clones positifs sont selectionnes sur du milieu LB 
contenant de la kanamycine a 50ug/ml. La presence de l'insert d'interet dans le vecteur 
25 binaire est controlee sur gel d'agarose apres minipreparation et digestion de l'ADN 
plasmidique par Bam HI et Sac I durant lheure a 37°C. Le vecteur recombinant est alors 
utilise pour transformer des cellules d'Agrobacterium tumefaciens EHA105 
electrocompetentes. La selection se fait sur milieu LB contenant de la kanamycine a 
50ug/ml. Ce vecteur recombinant est done porteur d'un TDNA contenant le gene de 
30 resistance a la kanamycine, et une sequence codante pour un ensemble OTP-HPPD 
Synechocystis sous le controle du promoteur double histone et d'un terminateur Nos. 
C) Transformation/Reneration du tabac varidte PBD6 
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La transformation est realisee comme cela est presentee dans l'excmple 5 sauf que 
la selection est faite d'abord avec 200 mg/ml de kanamycine. 

Par contre les jeunes pousses obtenues sur kanamycine sont excisees et transferees 
individuellement sur un milieu depourvu d'hormones pour favoriser leur enracinement, et 
5 contenant du 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-methylsulfonyl-4-trifluoromethylphenyl) propan- 
1 ,3-dione pour selectionner les plantules transgeniques tolerantes a cet herbicide. II s'agit 
du milieu MS (SIGMA M-5519 4,4 g/1) contenant 350 mg/1 de cefotaxine, 1% saccharose 
(p/v), et 0 ou 8 ppm de 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-mahylsulfonyl-4-trifluoromcthylp 
henyl) propan-l,3-dione. La surproduction dc l'HPPD dans les cellules transformees 
10 permet le developpement de plantules chlorophylliennes tolerantes au 2-cyano-3- 
cyclopropyl-l-(2-methylsulfonyl-4-trifluoromethylphenyl) propan-l,3-dione , alors que les 
plantules issues de cellules non transformees, sensibles a l'herbicide, apparaissent 
totalement blanches. 

Apres deux semaines, les racines sont suffisamment developpees pour que les 
1 5 plantules puissent etre transferees en terre et cultivees en serre. 
D) Resultats 

A partir de 60 disques foliaires en moyenne, environ 40 pousses sont regenerees 
pour chaque construction. Apres 2 jours de culture sur milieu en presence de la 2-cyano-3- 
cyclopropyl-l-(2-methylsulfonyl-4-trifluoromethylphenyl) propan-1 ,3-dione, certaines 

20 plantules commencent a blanchir. Apres 8 jours d'enracinement, ce blanchissement est 
assez significatif pour etre interpretable. A 8 ppm de 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2- 
methylsulfonyl-4-trifluoromethylphenyl) propan-1, 3 -dione, on constate que seules 40% des 
plantes contenant l'enzyme sauvage survivent, contre 72% pour les plantes contenant 
l'enzyme SyA318 et 88% pour celle contenant l'enzyme SyN318. Les plantes contenant les 

25 enzymes mutees presented done une meilleure tolerance que celles contenant l'enzyme 
sauvage. 

Apres plus d'un mois sur 8 ppm de 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-methylsulfonyl-4- 
trifluoromethylphenyl) propan- 1 ,3-dione , le nombre de plantules vertes pour la 
transformation avec l'HPPD sauvage est de 0%, pour SyN318 ce pourcentage est de 17 % 
30 et pour le mutant SyA3 1 8 il est de 19%. 

Parallelement si la regeneration est faite sur la 2-cyano-l-[4-(methylsulphonyl)-2- 
trifluor 0 methylphenyl]-3-(l-methylcyclopropyl)propan-l,3-dione(EP 496630), a des doses 
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de 5 a 10 ppm (un inhibiteur moins fort des HPPD), les trois genes permettent d'obtenir des 
plantes morphologiquement tout a fait conformes. Ceci confirme si besoin etait que la 
surexpression d'une HPPD mutee ou non mutee permet d'obternir une tolerance au 
laboratoire. 

Ces resultats semblent en accord avec les resultats obtenus in vitro par cinetiques 
enzymatiques et il semble bien possible d'etablir une correlation entre les mesures 
biochimiques in vitro et les resultats in vivo. 

Ce dernier exemple confirme la coherence au moins partielle entre screening in 
vitro (exemple 1), analyse biochimique (exemple 6) et tolerance d'une plante. 
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REVINDICATIONS 

1. HPPD mutee fonctionnelle, moins sensible aux inhibiteurs d'HPPD, 
caracterisee en ce qu'elle comprend au moins une mutation dans sa partie C- 
terminale. 

2. HPPD mutee selon la revendication 1, caracterisee en ce que la partie 
C-terminale de F enzyme se distingue de sa partie N-terminale par un peptide de 
liaison 

3. HPPD mutee selon la revendication 2, caracterisee en ce que le peptide de 
liaisaon representant l'extremite N-terminale de la partie C-terminale de THPPD se situe 
entre 5 et 15 acides amines en amont de l'acide amine Aspl61, par reference a l'HPPD de 
Pseudomonas. 

4. HPPD mutee selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee en ce 
que la partie C-terminale est constitute par la sequence proteique comprise entre 
d'une part par le peptide de liaison et d'autre part par l'extremite C-terminale de 
T enzyme. 

5. HPPD mutee selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee en ce 
que la mutation est effectuee sur des acides amines, qui sont remplaces par des acides 
amines d' encombrement sterique superieur. 

6. HPPD mutee selon l'une des revendications 1 a 5, caracterisee en ce 
que la mutation est effectuee sur des acides amines de faible encombrement sterique. 

7. HPPD mutee selon la revendication 6, caracterisee en ce que l'acide 
amine de faible encombrement sterique est la glycine (Gly). 

8. HPPD mutee selon Tune des revendications 1 a 7, caracterisee en ce 
que l'acide amine du site de mutation est remplace par Tun des acides amines 
suivants : glutamine (Gin), acide glutamique (Glu), leucine (Leu), isoleucine (He) ou 
tryptophane (Tip). 

9. HPPD mutee selon Tune des revendications 1 a 8, caracterisee en ce 
que la mutation est effectuee sur un acide amine de la partie C-terminale commun a 
plusieurs sequences d'HPPD. 

10. HPPD mutee selon Tune des revendications 1 a 9, caracterisee en ce 
qu'elle comprend dans sa partie C-terminale, la sequence peptidique suivante : 
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- Gly - Phc - Xaa - Yaa - Xab - Asn - Phe - Yab - Yac - Leu - Phc - 
dans laquelle 

Xaa et Xab represented independamment Fun de F autre la glycine (Gly) ou un 
acide amine d'encombrement superieur a la glycine, etant entendu que si Tun de Xaa ou 
5 Xab represente Gly, alors F autre est different de Gly, 

Yaa represente un acide amine quelconque, de preference Ala, Lys ou Glu\ 

Yab represente un acide amine quelconque, de preference Lys, Ser, Arg ou Asn*, et 

Yac represente un acide amine quelconque, de preference Ala, Ser, Glu ou Gin*. 

11. HPPD mutee selon la revendication 10, caracterisee en ce que Tun au 
10 moins de Xaa ou Xab represente Leu, Glu, Trp ou lie. 

12. HPPD mutee selon la revendication 11, caracterisee en ce que Xab 
represente Glu, Trp ou lie, de preference Trp. 

13. HPPD mutee selon Tune des revendications 1 a 12, caracterisee en ce 
que par reference a la sequence d'HPPD de Pseudomonas, les acides amines mutes 

15 sont choisis parmi les acides amines suivants : Pro215, Gly298, Gly332, Phe333 
Gly334 Gly336 et Asn337, preferentiellement les acides amines Pro21 5 et GIy336. 

14. HPPD mutee selon la revendication 14, caracterisee en ce qu'elle 
comprend une mutation choisie parmi les mutations suivantes : Pro215Leu, 
Gly336Glu, Gly336Trp ou Gly336Ile. 

20 15. Sequence d' acide nucleique codant pour une HPPD mutee selon Tune 

des revendications 1 a 14. 

16. Gene chimere comprenant une sequence codante ainsi que des 
elements de regulation en position 5' et 3' heterologues pouvant fonctionner dans un 
organisme hote, en particulier les cellules vegetales ou les plantes, caracterise en ce 

25 que la sequence codante comprenant au moins une sequence d'acide nucleique 
codant pour une HPPD mutee telle que definie precedemment. 

17. Gene chimere selon la revendication 16, caracterise en ce que 
F organisme hote est choisi parmi les bacteries, par exemple E. coli, les levures, en 
particulier des genres Saccharomyces ou Kluyveromyces, Pichia, les champignons, 

30 en particulier Aspergillus, les baculovirus, ou les cellules vegetales et les plantes. 

18. Gene chimere selon la revendication 17, caracterise en ce que 
F organisme hote est une cellule vegetal e ou une plante. 
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19. Gene chimere selon la revendication 18, caracterise en ce qu'il 
comprend en 5' de la sequence d'acide nucleique codant pour une HPPD mutee, une 
sequence d'acide nucleique codant pour un peptide de transit de plante, cette 
sequence etant disposee entre la region promotrice et la sequence codant pour 

5 l'HPPD mutee de maniere a permettre l'expression d'une proteine de fusion peptide 

de transit/HPPD mutee. 

20. Proteine de fusion peptide de transit/HPPD mutee, l'HPPD mutee 

etant definie selon Tune des revendications 1 a 14. 

21. Vecteur de clonage et/ou d'expression pour la transformation d'un 
10 organisme hote caracterise en ce qu'il contient au moins un gene chimere selon l'une 

des revendications 16 a 19. 

22 . Precede de transformation d'un organismes h6te, caracterise en ce que 
Ton integre de maniere stable dans ledit organisme hote au moins une sequence 
d'acide nucleique selon la revendication 15 ou un gene chimere selon l'une des 

15 revendications 16 a 19. 

23. Precede selon la revendication 22, caracterise en ce que l'organisme 

hote est une cellule vegetale. 

24. Precede selon la revendication 23, caracterise en ce que Ton regenere 

une plante a partir de la cellule vegetale transformee. 
20 25. Organisme hote transforme, en particulier cellule vegetale ou plante, 

caracterise en ce qu'il contient une sequence d'acide nucleique selon la revendication 
1 5 ou un gene chimere selon l'une des revendication 16 a 19. 

26. Cellule vegetale caracterise en ce qu'il contient une sequence d'acide 
nucleique selon la revendication 15 ou un gene chimere selon l'une des revendication 

25 16 a 19. 

27. Plante transformee, caracterisee en ce quelle contient des des cellules 
transformees selon la revendication 26. 

28. Plante selon la revendication 27, caracterisee en ce qu'elle est 
regeneree a partir des cellules transformees selon la revendication 26. 

30 29. Plante transformee caracterisee en ce qu'elle est issues de la culture 

et/ou du croisement des plantes regenerees selon la revendication 28. 

30. Plantes transformees selon l'une des revendications 27 a 29, 
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caracterisees en ce qu'elles sont choisies parmi les monocotyledons, notamment les 
cereales, la canne a sucre, le riz et le mats, ou les dicotyiedones, notamment le tabac, 
la soja, le colza, le coton, la betterave et le trefle. 

3 1 . Graines des plantes transformees selon Tune des revendications 27 a 

30. 

32. Precede de controle des mauvaises herbes dans une surface d'un 
champ comprenant des graines selon la revendication 31 ou des plantes transformees 
selon l'une des revendications 27 a 30, lequel precede consiste a appliquer dans la 
dite surface du champ une dose toxique pour les dites mauvaises herbes d'un 

10 herbicide inhibiteur d'HPPD, sans toutefois affecter de maniere substantielle les 
graines ou plantes transforms avec le dit gene chimere selon l'invention. 

33. Procede de culture des plantes transformees selon l'une des 
revendications 27 a 30, lequel procede consiste a planter les graines des dites plantes 
transformees selon la revendication 31 dans une surface d'un champ approprie pour 

15 la culture des dites plantes, a appliquer sur la dite surface du dit champ une dose 
toxique pour les mauvaises herbes d'un herbicide ayant pour cible l'HPPD en cas de 
presence de mauvaises herbes, sans affecter de maniere substantielle les dites graines 
ou les dites plantes transformees, puis a recolter les plantes cultivees lorsqu'elles 
arrivent a la maturite souhaitee et eventuellement a separer les graines des plantes 

20 recoltees. 

34. Procede selon l'une des revendications 32 ou 33, caracterise en ce que 
1'inhibiteur d'HPPD est choisi parmi les isoxazoles, en particulier l'isoxaflutole, les 
dicetonitriles, en particulier la 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-S0 2 CH 3 -4-CF 3 phenyl) 
propane-l,3-dione et la 2-cyano-3-cyclopro P yl-l-(2-S0 2 CH 3 -4-2,3 Cl 2 phenyl) 
25 propane-1 , 3-dione, les tricetones, en particulier la sulcotrione, ou les pyrazolinates. 
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Seq 1: HPPD de Pseudomonas fluorescens (Bacterie) 357 aa 
Seq_2 : HPPD de Synechocystis (Cyanobacterie) 339 aa 

Seq__lMADLYENPMGL MGFEFIELAS PTPNTLEPIF E . IMGFTKVA THRSKD..VH 
Seq_2 MEFDYLHLYV DDYQSAHRCY QRQWGFTCVN KIITDQGITG 

Seq_l LYRQGAINLI LNNEPHSVAS Y . . FAAEHGP SVCGMAFRVK DSQKAYKRAL 
Seq_2 IYQQGQILLL ISASESSLSR YADYLQKHPP GVGEVAWQVA NWQKIQHQLS 



Seq_l ELGAQPIHIE TGPMELNLPA 
Seq_2 EL....Q.IE TTPVIH . . PL 

Seq_l GVDRHPVGAG LKIIDHLTHN 
Seq_2 NKTLH..GVG LTTIDHWLN 

Seq_l YTGLTSKAMT APDGMIRIPL 
Seq_2 HSGLYSEALA SANGKVQFNL 

Seq_l DDLIKTWDHL KSIGMRFMTA 
Seq_2 TSITRTVAHL RERGVNFLKI 

Seq_l LDGSSESGDK RLLLQIFSET 
Seq_2 LDDQDNTG.E RLLLQIFSQP 

Seq_l ESIERDQVRR GVLSTD 
Seq_2 EAVETLEKQL EVP.. 



IKGIGGAPLY LIDRFGEGSS IYDIDFVFLE 
TKAEGLTFLL WGDVH . . . HS IYPVRSELNQ 

VYRGRMAYWA NFYEKLFNFR EIRYFDIKGE 
IAADQFTQAS QWYQQVFGWS VQQSFTVNTP 

NEESSKGAGQ IEEFLMQFNG EGIQHVAFLS 
NCPTNN.SSQ IQTFLANNHG AGIQHVAFST 

PPDTYYEMLE GRLPNHG . EP VGELQARGIL 
PTGYYQQQRN SSYFNYASLD WDTLQCLEIL 

LMGP..VFFE FIQRKG.DDG FGEGNFKALF 
CYGVGTLFWE IIERRHRAKG FGQGNFQALY 

★ * 



FIG 3 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES : 

(i) D EPOS ANT : 

(A) NOM: RHONE - POULENC AGROCHIMIE 

(B) RUE : 14-20 Rue Pierre BAIZET 

(C) VILLE: LYON 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL : 69009 



(ii) TITRE DE L ' INVENTION : Hydroxy-phenyl pyruvate dioxygenase mutee, 
sequence d ™ et obtention de plantes contenant un tel gene, tolerantes aux 
herbicides 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 21 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D ' EXPLOITATION : PC -DOS /MS -DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1-30 (OEB) 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 1: 

(i) C ARACTER I S T I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
txi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 1: 
GAAGTTGCCC TCGCCCCACC CATCGTCGCC CTT 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 2: 

(i) C ARACTER I S T I QUE S DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO : 2: 
GAAGTTGCCC TCGCCRAKCC CATCGTCGCC CTT 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 



33 



33 
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33 



33 



(A) LONGUEUR: 3 3 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
CTTGAAGTTG CCCTCCCAAA ACCCATCGTC GCC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 4: 

(i) C ARACTER I ST I QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 3 paires de bases 

(B) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
CTTGAAGTTG CCCTCGTCAA ACCCATCGTC GCC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 3 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
CTTGAAGTTG CCCTCGCTAA ACCCATCGTC GCC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

( i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

CTTGAAGTTG CCCTCRAKAA ACCCATCGTC GCC 33 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 7: 

2 
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33 



33 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR : 33 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
CAGCGCCTTG AAGTTGTCCT CGCCAAACCC ATC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 3 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 8: 
CAGCGCCTTG AAGTTYTCCT CGCCAAACCC ATC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 9: 
CAGCGCCTTG AAGTTCCACT CGCCAAACCC ATC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

32 

CAGCGCCTTG AAGTTDACTC GCCAAACCCA TC 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11: 

<i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADN 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 
CGCTTGAAGT TNNNCTCNNN AAACCCATCG TC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) C ARACTER I S T I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 
GAACAGCGCC TTGAARAKGC CCTCGCCAAA CCC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) C ARACTER I S T I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
GCCTTCCACG GAAGATTCGT CCAGCAGGAT ACC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 
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TCGAGAGAGA GGTGACCGAG AGA 2 3 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 

TCGATCTCTC GGTCACCTCT CTC 2 3 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 

ATTATGGAAT TCGACTATCT T 21 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2 3 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 17: 

CAGTATTCAT AATGTTAATT ATG 2 3 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 34 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 



5 



4 



WO 99/24585 



PCT/FR98/02374 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 

CGGGCAAAAG GATTTARCCA AGGAAACTTT CAAG t 3 4 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 4 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 19: 

CGGGCAAAAG GATTTSCNCA AGGAAACTTT CAAG 34 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 4 0 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO : 20: 

NNNNNNNNNN GGATCCGGTG CATGGAATTC GACTATCTTC 4 0 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 21: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 9 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NC : 21: 

NNNNNNNNNN GGTCACCAGT ATTCATAATG TTAATTATG 3 9 
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